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 序論 
 
植物の生育には 14 種類の無機栄養素が必須であり、それらは通常土壌から供給され
る。植物は基本的に発芽した場所から動くことができないため、置かれた環境が貧栄養
土壌であっても、その場で生存しなければならない。そのため植物は獲得した栄養素を
効率よく利用することが求められる。 
オートファジーは、細胞内のオルガネラやタンパク質を分解するシステムであり、真
核生物において広く保存されている。オートファジーの研究は、オートファジーに必須
な関連遺伝子群 (Autophagy-related genes; ATGs) が出芽酵母で同定されて以来、酵母の
モデルを基盤として展開してきた (Nakatogawa et al. 2009) 。オートファジーでは、細胞
質に新規に二重の隔離膜が形成される。この隔離膜は基質を取り込みながら伸長し、最
終的に両端が接合して内部が細胞質から完全に隔離された小胞オートファゴソームが
形成される。オートファゴソームは液胞へと輸送された後、その外膜と液胞膜が融合し
て内容物が液胞内へと放出される。液胞内へ放出された内容物 (オートファジックボデ
ィ) は加水分解酵素の作用を受け分解される。これら一連の流れは、ATG の産物の機能
に依るが、特に隔離膜形成に関わるものはコア ATG と呼ばれ、酵母では 41 個の ATG の
内 15 個が該当する。大部分のコア ATG は、シロイヌナズナ、イネ、トウモロコシ、タ
バコなど多くの植物種において保存されており、それらは酵母と同様に機能しているこ
とが示されている。 
酵母ではオートファジーはもともと栄養飢餓下において顕著に見られることから、栄
養飢餓応答の一つとして捉えられていた。これまでに炭素、窒素、硫黄、およびリンの
飢餓下で誘導されることが明らかにされていたが、最近亜鉛飢餓下においても誘導され
ることが明らかにされている (Kawamata et al. 2017) 。 
植物でも、シロイヌナズナにおいて ATG 欠損変異体 (atg 変異体) が炭素 (エネルギ
ー) 飢餓下および窒素欠乏下において生存率が低下することが見出されたことを皮切
りに、モデル植物を中心に、炭素、窒素飢餓耐性時におけるオートファジーの役割につ
いて研究が進められた。現在、オートファジーが炭素飢餓下において呼吸基質の供給を
行うことをシロイヌナズナで、窒素転流で重要なことがシロイヌナズナ、トウモロコシ、
イネで示唆されている。また、機能は不明だが、リンおよび硫黄欠乏時に誘導されてい
ることがタバコで明らかにされている。 
 しかしながら、それら 4 種類以外の栄養素の欠乏時にオートファジーが関与している
か、調べた知見は皆無である。本研究では、オートファジーの栄養欠乏耐性への寄与と
いう観点から、これまでに報告されている栄養素以外にも欠乏時の生育にオートファジ
ーが必須となる栄養素が存在するか検証することとした。また、存在する際にはどのよ
うな役割を以て欠乏耐性に貢献しているか明らかにすることとした。 
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 第 1 章 オートファジーが生育に必須となる栄養欠乏条件の探索 
本章では、これまでに報告されているもの以外にオートファジーが生育に必須となる
栄養欠乏条件が存在するか探索した。 
 
植物の栽培には無機栄養素を含む寒天培地を用いた。検証には培地に含まれる無機栄
養素の内、窒素とニッケルを除く 12 種類について、各々を 1 種類ずつ添加しない栄養
制限培地を作成し、そこで野生体とコア ATG の欠損によりオートファジーが不能とな
った 2 種類の atg 変異体(atg5-4、atg10-1) を 14 日間生育させ、生育が異なるか、また栄
養制限処理後 7 日間栄養を回復させた後の新鮮重が異なるかどうかで判断した (Figure 
1A) 。この結果、リン、硫黄、および亜鉛の栄養制限下において、atg 変異体の栄養回
復後の新鮮重が野生体よりも低下した (Figure 1B) 。このうち atg 変異体と野生体の新
鮮重の差は、亜鉛栄養制限下において特に顕著であった。亜鉛栄養制限下の atg 変異体
では下位葉の早期老化が見られ、栄養回復後には下位葉の枯死が見られた (Figure 2) 。
以上の結果は、亜鉛欠乏時の植物の生育にオートファジーが必須であることを示唆した。 
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Figure 1. Sensitivity of atg mutants to nutrient limitation. (A) Diagram of treatment. Seeds were sown on 
nutrient-sufficient and sucrose-added agarose medium and grown for 7 days. Then the seedlings were 
transferred to nutrient-sufficient and sucrose-deficient agarose medium and grown for 7 days. The 14-
day-old seedlings were transferred to agarose medium where each nutrition was not added for 14 days, 
and then transferred back to nutrient-sufficient medium and grown for 7 days. (B) Fresh weight of wild-
type plants and atg mutants after the 7-day recovery from various nutrient limitation. Values are given as 
means ± SE (n = 3-5). Statistical analysis was performed by ANOVA followed by Tukey’s test. Values 
with the same letters are not significantly different from each other (P < 0.05). 
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第 2 章 亜鉛栄養制限下におけるオートファジーの誘導と代謝機能の解析 
第 1 章では、これまでにオートファジーとの関わりが指摘されていなかった亜鉛栄養
制限下において atg 変異体の生育抑制が見られたことから、本章ではオートファジーの
誘導が亜鉛欠乏依存的か検証し、併せて亜鉛栄養制限下でのオートファジーの役割につ
いて検証した。 
 
(1) 亜鉛栄養制限下における ATGs の発現 
亜鉛栄養制限処理開始直後から亜鉛トランスポーター遺伝子の１つである zinc-
regulated/iron-regulated transporter like protein 4 (ZIP4) とオートファゴソーム膜の形成に
必須な ATG3、 ATG5、 ATG7、 ATG8a-8i、 ATG10 の発現を real-time PCR 法で調べた。
その結果、ZIP4 は亜鉛栄養制限処理開始後 5 日目、9 日目でコントロール区よりも発現
量が多くなっていた (Figure 3) 。これに対し、ATG3、 ATG5、 ATG7、 ATG8a、 ATG8d、 
ATG8i、 ATG10 も亜鉛栄養制限処理開始後 5 日目、9 日目において発現量が多くなって
おり、ATG8c、 ATG8e、 ATG8f、 ATG8g、 ATG8h は亜鉛栄養制限処理開始後 9 日目に
おいてのみ発現量が多くなっていた (Figure 3)  
 
(2) 亜鉛栄養制限下におけるオートファジックボディの蓄積 
亜鉛栄養制限時における ZIP4 と ATGs の発現がほぼ同期していたことから、オートフ
ァジーのマーカーである ATG8a と GFP の融合タンパク質 (GFP-ATG8a) を発現する形
質転換体の、亜鉛栄養制限処理開始後 7 日目の第 1 葉と第 6 葉を共焦点顕微鏡で観察
し、細胞レベルでオートファジーの誘導を確認した。その結果、第 1 葉では液胞に GFP-
ATG8a 蛍光を持つオートファジックボディの蓄積が見られたが、第 6 葉ではほとんど
見られなかった (Figure 4) 。
Figure 2. Sensitivity of atg mutants to Zn limitation. Pictures of wild-type plants and atg mutants 
after Zn limitation and after 7-day recovery from Zn limitation. Red arrowheads indicate leaves 
showing early senescence phenotype and light-blue arrowheads indicate dead leaves after the 
recovery. Bars = 10 mm. 
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Figure 3. Expression analysis of ATGs and ZIP4 in shoots of wild-type plants under Zn limitation by 
quantitative RT-PCR. Gene expression was normalized with an internal standard, 18S rRNA 
expression. Values were further normalized by the value of 0 DAT plants. Values are given as means 
± SE (n = 3). Statistical analysis was performed by ANOVA followed by Student’s t-test. Values with 
an asterisk were significantly different from each other on the same day (P < 0.05).  
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Figure 4. Visualization of autophagic bodies by GFP-ATG8a under Zn limitation. (A) Visualization of 
autophagic bodies by LSCM. Transgenic plants expressing GFP-ATG8a were placed for 7 days under 
Zn limitation or the control condition. The leaves were excised from plants and then treated with 1 µM 
concanamycin A for 12 hours to stabilize autophagic bodies in the vacuole. A box outlined in the upper 
center panel was magnified about 7.4 times in the upper right panel. White arrowheads indicate 
autophagic bodies labeled with GFP-ATG8a. Bars = 50 µm for 4 left panels and bar = 10 µm for upper 
right panel. (B) Quantification of autophagic bodies. Values are given as means ± SE (n = 3). Statistical 
analysis was performed by ANOVA followed by Student’s t-test. An asterisk indicates significant 
difference (P < 0.05). 
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(3) atg 変異体と野生体間の器官レベルでの亜鉛濃度の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) atg 変異体と野生体間の亜鉛欠乏応答遺伝子の発現変化の比較 
亜鉛濃度測定の結果から、各器官への亜鉛の分配にオートファジーはほぼ無関係である
ことが示唆されたが、atg 変異体ではクロロシスの促進といった亜鉛欠乏症状と考えら
れる症状が進行していた。そこで、亜鉛栄養制限処理開始後 7 日目の植物体を用い、亜
鉛欠乏に応答して発現量が増加することが知られている亜鉛トランスポーター遺伝子
ZIP4、Iron-regulated transporter 3 (IRT3)と逆に発現量が減少することが知られている
Cu/Zn superoxide dismutase 1 (CSD1)、CSD2、Cu-chaperone for superoxide dismutase (CCS)
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存的であることが示唆されたことか
ら、オートファジーが亜鉛の吸収や
再転流に直接影響を及ぼしている
か、 inductively coupled plasma mass 
spectrometry (ICP-MS) を用い、atg 変
異体と野生体の部位別の亜鉛濃度を
比較した。亜鉛制限処理開始後 0、7、
14 日目の植物を上位葉 (亜鉛栄養制
限処理後に展開する第 5 葉より上位
の葉) 、下位葉 (亜鉛栄養制限処理以
前に展開する第 4 葉より下位の葉) 、
茎、根の 4 つの部位に分け定量した。
その結果、亜鉛栄養制限処理開始後 7
日目の植物体全体と下位葉の亜鉛濃
度は、野生体と atg5-4 との間に有意
な差が見られたが、野生体と atg10-1
の間には見られず、また atg5-4 と
atg10-1 間 に も 見 ら れ な か っ た 
(Figure 5) 。それ以外の部位について
は野生体と atg5-4、atg10-1 いずれの
間にも有意な差は見られなかった 
(Figure 5) 。これらの結果は、各器官
への亜鉛の分配にはオートファジー
がほとんど関与していないことを示
唆した。 
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Figure 5. Zn concentration in wild-type plants and atg 
mutants under Zn limitation. Zn concentration in wild-
type plants and atg mutants exposed to Zn limitation 
for 0, 7 and 14 days were measured by ICP-MS. 
Values are given as means ± SE (n = 3). Statistical 
analysis was performed by ANOVA followed by 
Tukey’s test. Values with the same letters are not 
significantly different from each other on the same 
day (P < 0.05) 
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の発現を real-time PCR 法で解析し、遺伝子レベルでの応答を野生体と atg 変異体間で比
較した。その結果、亜鉛栄養制限処理区では、atg 変異体の ZIP4、IRT3 の発現量が野生
体に比較して有意に多く、ZIP4 は野生体に対し 2-3 倍、IRT3 は 3-4 倍であった (Figure 
6) 。コントロール区では、ZIP4 の発現量は atg5-4、atg10-1 共に野生体と変わらず、IRT3
は atg10-1 で野生体に対し 2 倍であったが、atg5-4 では野生体と変わらなかった (Figure 
6) 。一方 CSD1、CSD2、CCS の発現量は、亜鉛栄養制限処理区の atg 変異体ではいずれ
も野生体に比較して有意に少なく、CSD1、CCS では野生体の 60%程度、CSD2 では野生
体の 16%程度の発現量だった (Figure 6) 。コントロール区では、CSD1 の発現量が atg10-
1 で 130%程度だったが、atg5-4 では 80%程度であり、CSD2、CCS の発現量は、atg5-4、
atg10-1 共に野生体に対して 60-70%程度だった (Figure 6) 。この結果は、atg 変異体が
野生体よりも亜鉛を要求していることを示唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) atg 変異体と野生体間の reactive oxygen species (ROS) 蓄積の比較 
atg 変異体では、各部位の亜鉛濃度が野生体とほぼ同じであるにも関わらず、亜鉛要求
が高まっていた。実際に atg 変異体で亜鉛欠乏が進行するのか検証するため、これらの
ROS の蓄積量を野生体と比較した。亜鉛栄養制限処理開始後 7 日目における植物体の
第 1 葉と第 6 葉を用い、野生体と atg 変異体での O2−および H2O2 の蓄積を比較した。
O2−は Nitro blue tetrazolium (NBT)で、H2O2は 3, 3’-diaminobenzine (DAB)でそれぞれ染色
した。染色した葉は実体顕微鏡で画像を取得後、Image J で解析し、蓄積の度合いを定
量化した。その結果、亜鉛制限処理区では、atg 変異体の第 1 葉で O2−、H2O2 共に野生
体よりも多く蓄積していた (Figure 7) 。また、第 6 葉では野生体と同程度の蓄積してい
た (Figure 7) 。コントロール区では、第 1 葉、第 6 葉共に、野生体と atg 変異体で同程
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Figure 6. Comparison of 
expressions of Zn-deficiency 
responsible genes in shoots of 
atg mutants with those of wild-
type plants after 7-day-Zn 
limitation. Gene expression 
was normalized with 18S rRNA 
expression. Values were 
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performed by ANOVA followed 
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度蓄積していた。同一処理区内での第 1 葉と第 6 葉の比較では、野生体、atg 変異体共
に第 1 葉の方がより多く蓄積していた (Figure 7) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本章の結果は、オートファジーが亜鉛欠乏依存的に誘導されること、オートファジー
が細胞内の亜鉛代謝に関与して ROS 蓄積を抑制し、亜鉛欠乏耐性を高めていることを
示唆した。 
 
 
第 3 章 亜鉛栄養制限下における細胞死とオートファジーの関係についての解析 
第 2 章ではオートファジーが亜鉛欠乏依存的な ROS の蓄積を抑制して細胞死を抑制
することが示唆された。オートファジーはサリチル酸 (SA) の過剰な蓄積を抑制し、細
胞死を抑制することが明らかにされているが (Yoshimoto et al. 2009)、ROS と SA は相互
に増幅することから、亜鉛欠乏依存的に起こる細胞死の抑制にもこの機能が寄与してい
る可能性が高いと考えられた。本章では、SA の生理活性を失わせるバクテリア由来の
SA 水酸化酵素 NahG の形質導入株である NahG と、さらに ATG5 を欠損している atg5-
1 をバックグラウンドとして NahG を発現する株である NahG/atg5-1 を亜鉛栄養制限下
で生育し、NahG を導入したことでオートファジー欠損であっても亜鉛栄養制限処理に
耐性を示すか検証した。 
 
(1) 亜鉛栄養制限下における NahG、NahG/atg5-1 の生育 
第 1 章と同様の方法 (Figure 1A) で、亜鉛栄養制限処理した植物の生育を観察し、栄養
回復後の新鮮重を測定した。亜鉛栄養制限処理区では、回復後の新鮮重について atg5-1
が野生体に比べて軽かったのに対して、NahG 、NahG/atg5-1 は野生体とほぼ変わらな
Figure 7. O2− and H2O2 levels in wild-type plants and atg mutants under Zn limitation. O2− and H2O2 
levels in the 1st and 6th leaves were quantified by NBT and DAB staining respectively. Values are 
given as means ± SE (n = 3). Statistical analysis was performed by ANOVA followed by Tukey’s test. 
Values with the same letters are not significantly different from each other (P < 0.05). 
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かった (Figure 8A) 。コントロール区で生育した植物体の新鮮重は、atg5-1、NahG、
NahG/atg5-1 のいずれも野生体と変わらなかった (Figure 8A) 。また、atg5-1 の葉ではク
ロロシスが見られたが、野生体、NahG、NahG/atg5-1 では見られなかった (Figure 8B) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 亜鉛栄養制限下での NahG、NahG/atg5-1 の ROS 蓄積 
亜鉛栄養制限処理開始から 7 日後の植物体の第 1 葉について、atg5-1、 NahG、NahG/atg5-
1 の ROS の蓄積量を第 2 章と同様に O2−を NBT で H2O2を DAB で染色し解析した。亜
鉛栄養制限処理区では、atg5-1 で O2−、H2O2両方の蓄積量が多い傾向にあったが、野生
体と有意な差は認められなかった。NahG、NahG/atg5-1 との間には有意な差が認められ
た。また、コントロール区との比較では、O2−、H2O2の両方で atg5-1 の蓄積量が多かっ
たのに対し、野生体では多い傾向にあったが有意な差は認められなかった。NahG、
NahG/atg5-1 の蓄積量はほぼ変わらなかった (Figure 9) 。
Figure 8. Sensitivity of NahG and NahG/atg5-1 to Zn limitation. (A) Fresh weight of wild-type, atg5-
1, NahG and NahG/atg5-1 plants after the 7-day recovery from 14-day Zn limitation. Values are given 
as means ± SE (n = 5-7). Statistical analysis was performed by ANOVA followed by Tukey’s test. 
Values with the same letters are not significantly different from each other (P < 0.05). (B) Pictures of 
wild-type, atg5-1, NahG and NahG/atg5-1 plants after 14-day Zn limitation. Red arrowheads indicate 
leaves showing early senescence phenotype. Bars = 10 mm. 
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本章の結果は、NahG を導入することで亜鉛欠乏依存的に生成する ROS の蓄積が抑
制され、その結果亜鉛欠乏症状が改善されることを示した。このことは、オートファジ
ーが SA 蓄積を抑制する機能が亜鉛欠乏耐性に貢献していることを示唆した。 
 
 
 
要約 
本研究は、オートファジーが欠乏時に必須となる栄養素を探索することを目的とし、
新たに亜鉛を見出した。オートファジーは亜鉛欠乏依存的に誘導され、個体レベルでの
亜鉛の分配には関与しないが、細胞レベルでの亜鉛代謝に関与していることが示唆され
た (Figure 10) 。また、ROS 蓄積を抑制することで亜鉛欠乏耐性に貢献していることが
見出された。亜鉛欠乏依存的な ROS 蓄積は、オートファジーの SA 蓄積を抑制する機
能によって軽減されることが示唆された (Figure 10) 。
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Figure 9. O2− and H2O2 levels in wild-type, atg5-1, NahG and NahG/atg5-1 plants under Zn limitation. 
O2− and H2O2 levels in the 1st leaves were quantified by NBT and DAB staining respectively. Values 
are given as means ± SE (n = 3). Statistical analysis was performed by ANOVA followed by Tukey’s 
test. Values with the same letters are not significantly different from each other (P < 0.05). 
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